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中文摘要
近年來對於憂鬱症有效治療的策略及方式常常為個體的差異導致有所
瓶頸，並且對於憂鬱症的神經生物學層面的發展更是緩慢，然而，神經科學
家們對於憂鬱症方面的研究仍不懈怠，最近更是群起直追，不遺餘
力。”early-life maternal deprivation”即早期生活母親剝奪之動物模式是探討憂
鬱症中較能模仿人類生活中所產生的壓力而誘發的實驗模式，因此，我們藉
此動物模式，進行“早年被遺棄所導致的憂鬱症”其形成機制之探討，主要研
究目標在於早期生活母親剝奪 所誘發之壓力是否會引起老鼠的行為改變？
其次 focus在此種 stress是否會引起老鼠的杏仁核細胞之分子層面的變化？
最後我們會進一步地去探討這些種變化之間的關係。從結果發現，MDP老
鼠其水中不動時間與正常老鼠比較則有統計上的異差，此結果顯示這動物模
式為傾向於類憂鬱行為。另外實驗結果亦顯示，經過隔離的老鼠，其杏仁核
細胞中之MAPK活性有明顯增加的情形，且與 control老鼠比較約高出 2倍
多的活性，而兩者之原生性總蛋白量卻無明顯異差。最後利用立體手術定位
打藥後，再於動物行為測試及腦部MAPK活性跑膠電泳分析實驗進一步確
認，MDP 老鼠杏仁核所發現MAPK活性的增加與其水中不動時間的增加有
相關性，且呈現正向調控，即MAPK活性的增加與老鼠水中不動時間的增
加成正向相關。
關鍵字:憂鬱症、早期生活母親剝奪、細胞生長活化激酶、杏仁核細胞、水
中不動時間
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I. 前言
對於憂鬱症形成機轉的研究，動物模式的運用更是不可或缺，而
early-life stress animal model（即早期生活隔離之動物模式）更是憂鬱症探討
中強而有力的模式，此動物模式最早為 Garzon & Del Rio等人於 1979年開
發出來的(6)，此種實驗模式是將生物體於出生後，即與其母代做適當隔離
的一種方法，此動物模式於憂鬱症研究中之重要性可從兩方面得知，一方面
在於基礎研究，另一方面在於臨床證據。從基礎研究來談，此種將生物體從
出生之後，就與母體隔離的個體，不論在非人類的靈長類或於嚙齒動物中其
荷爾蒙系統分泌會失調外,另外此個體的行為及生理功能都會顯示異常的變
化，特別地這類個體的 HPA（hypothalamic-pituitary adrenal）axis會產生異
常，而這種 HPA axis異常的現象，根據文獻報導會增加成體產生憂鬱症狀
的危機(7,8)。另一方面，在臨床上證據顯示，對於早年被遺棄的小孩，無論
是父母過世，或被刻意遺棄，甚至小時候生活被忽略（即不被重視），則往
往這些族群成年之後產生憂鬱症的流行率相當高(10)。所以，由以上兩方面
的證據顯示，就憂鬱症形成機轉的研究，early-life stress動物模式是一個相
當好的 model。因此，我們想藉此動物模式，進行“早年被遺棄所導致的憂
鬱症”其形成機制之探討，而我們探討的首要在於 early-life stress是否會引起
老鼠的杏仁核細胞之分子層面的變化，若有所變化，則我們會進一步地去探
討此種變化與行為之間關係。
II. 研究目的
本計劃利用早期生活母親剝奪之動物模式進行實驗探討(10,21)，此種實
驗模式是將生物體於出生後，即與其母代做適當隔離的一種方法(7,8)，因
此，我們想藉此動物模式，進行“早年被遺棄所導致的憂鬱症”其形成機制之
探討，主要研究目標在於 early-life maternal deprivation induced stress是否會
引起老鼠的行為改變？其次 focus在此種 stress是否會引起老鼠的杏仁核細
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胞之MAPK分子的變化？最後我們會進一步地去探討MAPK與行為變化之
間的關係。
III. 研究方法
（A） early-life stress動物模式的建立：將訂購的懷孕母鼠，於懷孕
約第 12天左右送到中華醫事學院照料飼養，一方面讓母鼠有
適應新環璄的時間，另一方面可以開始算大約分娩的日期。等
到分娩的當天，則算為產後第 0天（postnatal day 0）(附件 I )。
然而，於產後第二天開始隔離，隔離開始當天就先分公母並標
識。然後再將公的一群以機率性方式分成 control及實驗組（即
預備隔離者），而實驗組的隔離時間為每天固定時段 1hr
（60min/day），如此隔離方式持續到 postnatal day 14。（即隔離
約二個星期）。隔離期間，隔離者須放於保溫箱中，以防失溫
導致身體代謝速率產生變化。等到所有動物都斷奶後，則開始
將老鼠分籠（control與實驗組分開），並於 221C的室溫及
12hr晝夜循環的環境下，無限自由地供給食物及自來水來飼
養，預備進行實驗。
（B） forced swimming test的測試：強迫性游泳的老鼠測試主要利用
一種直徑 18cm高 38cm的透明圓柱壓克力桶，且實驗過程需
裝自來水，並保持水深約 20cm（水深要固定，因為有 paper
指出水深會影響老鼠的 immobility）( )，而在此我們採用
Porsolt的 protocol(36)，且水溫要在 25ºC左右。而在實驗過程，
老鼠有二天的實驗過程，第一天，每隻預備接受測試的老鼠必
須先進行 habituration，時間 15min，讓老鼠能夠適應水性，而
於第二天才真正進行測試，此等待測試時間約過 24hr後的同
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一時段測試為佳。第二天測試的方式為讓老鼠浸入水糟，並此
時觀察老鼠的不動時間，而觀察時間為 5min。在此有二個注
意點，第一讓老鼠進行 5min的觀察，此時段不短也不長，如
果再短，則對於一些 time course點的測試有困難，如果太長，
則老鼠的 immobile time可能會由於游泳太累而造成的 artifact
的 immobility time增加之情形。因此採用 5min- protocol。另
外，所謂 immobile time的觀察，事實上需要精準的觀察才能
定案，因此，本實驗觀察者採用觀察老鼠的掙扎時間，然後再
由總秒數 300sec去扣掉老鼠掙扎時間，如此比較容易獲得準
確的老鼠不動時間，而且觀察老鼠動態掙扎的情形比較顯著。
不論是第一天 habituration的老鼠或第二天 test的老鼠，游泳
完後必須將老鼠置於同樣大小的透明塑膠圓柱筒中（乾燥的）
休息，並照 60W燈泡 30分鐘以烘乾。本實驗方法的重心在於
利用老鼠怕水的特性，所以正常老鼠放入水中都會強力掙扎，
然而如果一些老鼠比較有憂鬱傾向的，則這些老鼠投入水中其
掙扎情況會顯著下降，即所謂不動時間會增加(附件 II)；本實
驗主要利用早期隔離之老鼠為實驗對象，將早期隔離老鼠進行
forced swimming test，以觀察早期隔離老鼠於水中游泳之行為
變化情形，並與正常鼠比較，看是否有 despair state 改變之情
形。
（C） 西方點墨法：本法是將 forced swimming rats的腦部細胞（即
杏仁核細胞）取下，並用乾冰瞬間 freeze細胞內部的蛋白質成
分，之後，再加入含蛋白酶抑制劑，或磷酸酶抑制劑等藥物的
HBII溶液於所取的 amygdala sample中，然後進行 sonication
先讓組織均質化後，再利用 7500rpm、15min加上 50000rpm1
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時（溫度均為 4ºC）的離心過程萃取出所要的 cytosol protein，
然後，再利用 Bradford assay定出等量 40ug的各 sample的容
積，以使進行跑電泳實驗。電泳所用的材質為 8.5%濃度的
SDS-polyacrylamide gels，而跑完電泳之後，則進行 transfer（即
blotting）約用電流量 130mA，時間 12時的流程，之後將 blotting
membrane取出，利用 TBS加安佳脫脂奶粉（以 20ml：1g的
比例泡製）溶液進行 blocking 且 overnight。隔天，利用 TBST
wash三次後，進行室溫下 1ºAb的 incubation，時間約一天，
之後，隔天再進行三次 TBST wash後，進行 2ºAb的
incubation，於室溫下 1小時，之後，再 wash三次，然後加上
chemiluminescemce kit即 ECL螢光顯示 Kit，incubate 1 min，
然後迅速進入暗房以顯影劑及定影劑呈現出 X-film上的蛋白
質螢光影像，之後再利用 image analysis system去分析定量蛋
白質。（此系統中華醫事學院生科所已購買）
﹝以上 HBII成分：50mM Tris-HCl（PH7.5），50mM NaCl，
10mM EGTA，5mM ethylene diaminetetraacetic acid，2mM
sodium pyrophosphate，4mM para-nitrophenylphosphate，
1mM sodium orthovanadate，1mM phemylmethylsu 1 fonyl
fluoride（PMSF），20µg/ml leupeptin and 4µg/ml aprotinin﹞
﹝TBS buffer：50mM Tris-HCl（PH7.5），150mM NaCl，0.05%
Tween20﹞
﹝reprobed：stripped with 100mMβ-mercaptoethanol，2% SDS
in 62.5mM Tris-HCl（PH6.8）for 30min﹞
（D）老鼠腦部定位手術：將 control老鼠進行杏仁核體的腦部定位
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手術，首先將老鼠用 sodium pentobarbital（50mg/kg，i.p.）進
行麻醉，等到完全麻醉後（可用針刺腳測試）將老鼠固定在立
體定位儀上。之後再將兩根 23-gauge不锈鋼細管各插入兩側
的杏仁核體中，而定位位置的方位是根據 1986年 Paxinos及
Watson發表的數據，AP-2.3mm，ML±4.5mm，DV-7.0mm(32)。
接著，將三根 jewelry screws固定於頭蓋骨上當作 anchors，之
後用 dental cement覆蓋頭部即完成手術。然後再將二根
28-gauge dummy cannula插入定位區。之後再將 23-gauge的鋼
管各插入 cannula中以防止管內外被腦液或灰塵阻塞，最後讓
老鼠術後休息 5～7天，然後才可進行實驗。
（E） 統計方法：本實驗主要是利用 SAS version 6.08版軟體來進行
分析，實驗組與對照組之間的比較異差，主要用 ANOVA的分
析方法，而若多組數據之間的差異則使用 Newman-keuls
analysis來進行，一切統計結果有異差的 P值為小於 0.05。
（P<0.05）
IV.結果與討論
本計劃執行過程運用新生鼠出生後第二天到第十四天每天固定一小時與母鼠
隔離的實驗程序順利建立 maternal deprivation (MDP)動物模式，並針對MDP老
鼠待至成長到五週大後進行 forced swim test的測試(15)。從結果發現，MDP老
鼠其水中不動時間(immobility time)與 control老鼠比較則有統計上的異差
(fig.1)，此結果顯示這動物模式為傾向於類憂鬱行為(14)。動物模式建立後接著
為進行MDP老鼠其杏仁核腦區神經細胞中特定分子變化的探討，主要分析腦細
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胞中MAPK活性的變化。實驗結果顯示，經過隔離的老鼠，其杏仁核細胞中之
MAPK活性有明顯增加的情形，且與 control老鼠比較約高出 2倍多的活性
(fig.2A)，而兩者之 constitutive total protein卻無明顯異差(fig.2B)。從以上結果發
現經早期生活與母親隔離的老鼠長大後其行為及杏仁核腦區的特定分子會產生
變化，然而這些變化之間是否有所關聯性亦是本計劃探討的重點。利用立體手術
定位打藥後，再於動物行為測試及腦部MAPK活性跑膠電泳分析實驗進一步確
認，MDP 老鼠杏仁核所發現MAPK活性的增加與其水中不動行為 immobility
time的增加有相關性，且呈現正向調控，即MAPK活性的增加與老鼠水中行為
immobility time的增加成正向相關。
由本計劃執行所得的結果顯示，生物體經過早期生活與母親隔離的過程產生了
相當的壓力(stress)，而此壓力的影響甚至影響到生物體日後長大的行為(9, 13,
16)；另外，特定腦區似乎參與此種行為改變的調控，本研究發現杏仁核參與調
控MDP老鼠水中不動行為的改變，且杏仁核神經細胞中的MAPK分子扮演重要
的角色。由本實驗結果得知，MAPK分子由過去調控細胞生長及死亡的角色到
參與腦神經細胞功能的可塑性(1, 19, 20)，近年來亦發現其參與恐懼記憶的形成
與消除(2, 11, 18)，如今漸漸有學者發現此因子亦參與在憂鬱症形成的機轉(4)，
因此，本實驗結果再次強化特定腦區中MAPK分子參與在憂鬱症形成機轉的證
據，而其他腦區是否參與在憂鬱症形成機轉?而是腦神經細胞中何種因子參與調
控?是未來值得繼續探討的主題(22)；本計劃研究結果已發表於國際期刊
Behavioural Brain Research, Volume:173, pg:104-111,2006)，盼此結果能對憂鬱機
轉研究略盡棉帛之力。
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Figure 1. Early-life Stress Rats Expressed Delayed Immobility Time in the Forced
Swimming Test.
The Percentage of immobility time is calculated by the formula of (total immobility
time/total test time)100%. The results show an obviously higher percentage of
immobility time for early life stress rats than that of normal control.(***p < 0.001
versus non-isolated control) ( control, n=6, early-life stress, n=6 )
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Figure 2. Early-life Stress Induced a Significant and Constant Increment of MAPK
Phosphorylation in the Amygdaloid Neurons of Rats.
(A) Representative western blots showing the significant activation of p-42, p-44
MAPK in the amygdaloid neurons of rats which experience PND 2-14 days isolation
from maternal care.
(B) Densitometric analysis of ERK activation. The amount of ERK phosphorylation
in the amygdala of early-life stress rats is significantly.(***p<0.001 versus
non-isolated control) ( control, n=3, early-life stress, n=3 )
(A)
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